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1. Abkürzungen 
 
 
BSA 
 
 
Bovine serum albumin (Rinderserum-
Albumin) 
 
 
C. vicina 
 
 
Calliphora vicina 
 
DMSO 
 
 
Dimethylsulfoxid 
 
EDNH 
 
 
Egg development neurosecretory hormone 
 
IBMX 
 
 
Isobutylmethylxanthin 
 
LIRP 
 
 
Locusta migratoria-insuline-related-
peptide 
 
MIH 
 
 
Molt-inhibiting hormone 
 
PFC-Assay 
 
 
Plaque-forming-cell-Assay 
 
PTSH 
 
 
prothorakostatisches Hormon 
 
PTTH 
 
 
prothorakotropes Hormon 
 
RHPA 
 
 
Reverser hämolytischer Plaque-Assay 
 
ZNS 
 
 
Zentrales Nervensystem 
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2. Zusammenfassung 
 
 
Ecdysteroide spielen eine entscheidende Rolle in der hormonellen Regulation der 
Entwicklung von Arthropoden. Sie werden von einer spezialisierten Hormondrüse, der 
so genannten Prothorakaldrüse, sezerniert. Neben diese Drüse ist aber auch eine 
Vielzahl anderer Gewebe wie z.B. Oozyten, Epidermis oder abdominelle Gewebe 
beschrieben, die  
Ecdysteroide enthalten und ggf. auch sezernieren. Bisher wurde eine 
Ecdysteroidsekretion eines Gewebes durch den Nachweis der Ecdysteroide in der 
Inkubationslösung mithilfe von Antikörpern gezeigt. 
Wir beschreiben erstmals eine zytologische Methode zum Nachweis Ecdysteroid 
sezernierender Zellen. Der reverse hämolytische Plaque-Assay ist eine Methode zur 
Analyse  der Hormonsekretion einzelner Zellen und wird in der Endokrinologie vor 
allem zum Darstellung der Sekretion von Peptidhormonen einzelner Zellen eingesetzt. 
Nur eine Publikation beschreibt den Einsatz der Methode zum Nachweis von 
Steroidhormon (Testosteron). 
Im Rahmen der Arbeit wurde die Methode des reversen hämolytischen Plaque-Assays 
nach ausführlicher Auswertung der Literatur im Labor etabliert. Nach Präparation der 
Ringdrüse von Schmeißfliegen (Calliphora vicina) und Separation der Zellen wurden 
diese mit Protein-A beladenen Schafserythrozyten gemischt.  
In einer Cunningham-Kammer erfolgte die Inkubation mit oder ohne spezifischen 
Ecdysteroid-Antikörpern. Wir konnten zeigen, dass der Nachweis der 
Ecdysteroidsekretion einzelner Zellen durch Ausbildung eines Hämolysehofes möglich 
ist und fotografisch dokumentiert werden kann. Es ergeben sich eine Vielzahl von 
Anwendungsmöglichkeiten des reversen hämolytische Plaque-Assays zur Untersuchung 
der Lokalisation und Regulation der Ecdysteroidsekretion in Insekten. 
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3. Einleitung 
 
3.1 Ecdysteroide 
 
Als Ecdysteroide werden polyhydroxylierte Steroide bezeichnet, die eine A/B-Ring-
cis(5ß)-Verbindung, ein 7-en-6-on-Chromophor im B-Ring und eine 14α-Hydroxy-
Gruppe enthalten(LAFONT & HORN, 1989). Ihr Name leitet sich von dem Ecdyson 
(2ß,3ß,14α,22R,25-Pentahydroxy-5ß-cholest-7-en-6-on) ab, das 1954 von 
BUTENANDT & KARLSON aus Larven des Seidenspinners (Bombyx mori) isoliert 
wurde. Nach der Kristallisation und Strukturanalyse des Ecdysons (KARLSON et al., 
1965; HUBER & HOPPE, 1965) wurden bis heute mehr als 250 Ecdysteroide 
(LAFONT & WILSON, 1996) aus Insekten isoliert. Die Entdeckung von Ecdysteroiden 
in Pflanzen (GALBRAITH & HORN, 1966; NAKANISHI et al., 1966) führte zur 
Einführung des Begriffs der Phytoecdysteroide. Ecdysteroide zeigen eine große 
chemische Vielfalt (Tab. 3.1.). Sie unterscheiden sich in der Anzahl der C-Atome, der 
Anzahl und der Stereochemie von Hydroxyl-Gruppen, im Vorkommen von Keto-
Gruppen, in der Stereochemie am C-5  und in der Konjugation von Alkoholgruppen mit 
polaren  und unpolaren  Substituenten (LAFONT, 1997). 
 
Chemische Vielfalt der Ecdysteroide 
Anzahl der C-Atome 19, 21, 24, 27, 28, 29 
Anzahl / Stereochemie der Hydroxyl-
Gruppen 
Positionen 1, 2, 3, 5, 11, 12, 14, 16, 17, 18, 
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 
Vorkommen von Keto-Gruppen Positionen 3, 6, 12, 17, 20, 22 
Stereochemie am C-5 α /  β 
Polare Substituenten Phosphate, Sulfate, Zucker 
Unpolare Substituenten Acetate, Glykolate, Fettsäureester, 
Benzoate, Cinnamate, Coumarate 
Tab. 3.1: Chemische Vielfalt der Ecdysteroide 
 
Die Biosynthese der Ecdysteroide ist bis heute noch nicht endgültig entschlüsselt 
worden. Die Untersuchung des Syntheseweges wird vor allem dadurch erschwert, dass 
in Insekten nur eine geringe Menge der Hormone produziert wird und damit 
Zwischenprodukte nicht akkumulieren (REES, 1995). Zudem arbeiten nur wenige 
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Labors auf der Welt an dieser Problematik (Gilbert et al., 1996). Als Syntheseorte sind 
beim Tabakschwärmer (Manduca sexta) die Prothorakaldrüse (CHANG et al., 1974; 
REES, 1985; REDFERN, 1989), die Epidermis (DELBECQUE et al., 1990) und das 
Abdomen (SAKURAI et al., 1991), beschrieben, bei Heuschrecken (Locusta 
migratoria) auch das Follikelepithel (GOLZENÉ et al., 1978, ZHU et al., 1983) und bei 
Krebsen das Y-Organ (LACHAISE, 1990). 
Die Synthese der Ecdysteroide erfolgt mit wenigen Ausnahmen aus Cholesterol. Es 
stellt einen essentiellen Nahrungsbestandteil der Insekten dar, da diese nicht alle zur 
Cholesterolbiosynthese notwendigen Enzymsysteme besitzen. Carnivore Insekten 
nehmen Cholesterol direkt mit der Nahrung auf, während phytophage das in Pflanzen 
enthaltene ß-Sitosterol und ähnliche Phytosterole zu Cholesterol dealkylieren. 
Als erster Syntheseschritt in der Biosynthese des Ecdysons aus Cholesterol erfolgt die 
stereospezifische Entfernung des 7ß-Wasserstoffs, so dass 7-Dehydrocholesterol 
entsteht. Diese Reaktion erfolgt in den Prothorakaldrüsen und ist Cytochrom P-450-
abhängig. 
Untersuchungsgegenstand der aktuellen Forschung sind die Syntheseschritte zwischen 
dieser Reaktion und den letzten drei Hydroxylierungen. Für diese "Black-Box" (HORN, 
1979) sind verschiedene Hypothesen formuliert worden, die jedoch bisher durch 
Experimente nicht untermauert werden konnten. Es ist wahrscheinlich, dass die 
Ausbildung der AB-cis-Ringbindung früh erfolgt und dass 2,22,25-Trideoxyecdyson ein 
Zwischenprodukt der Synthese darstellt (GÄDE et al., 1997). 
Gesicherte Ergebnisse liegen über die nachfolgenden ebenfalls Cytochrom P-450-
abhängigen Hydroxylierungen vor, die wahrscheinlich in festgelegter Reihenfolge an C-
25, C-22 und C-2 stattfinden. Endprodukt dieser Reaktionen ist 3-Dehydroecdyson. 
Dieses wird von der Prothorakaldrüse in proteingebundender Form sezerniert und in der 
Hämolymphe von einer Ketoreduktase zu Ecdyson reduziert. Die 20-Monooxygenase 
(mitochondrial oder mikrosomal) führt in den Zielgeweben schließlich zur Bildung des 
20-Hydroxyecdysons. (GILBERT, 1996). Die Hormon-bildenden Drüsen lassen ein 
Gemisch aus Ecdyson, 3-Dehydroecdyson und 2-Desoxyecdyson entstehen, das ein 
speziesabhängiges Profil zeigt. 
Ecdysteroide werden besonders im Fettkörper, den Malpighischen Gefäßen, dem Darm 
und dem Ovar metabolisiert. Gewebe- und speziesspezifischen sowie stadienabhängigen 
Reaktionen führen erst zur Aktivierung und dann zur Inaktivierung der Ecdysteroide. 
Auch die Bildung von Speicherformen des Hormons wird beobachtet (GÄDE, 1997). 
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An diesen Reaktionen sind sehr viele verschiedene Enzyme beteiligt. Es kommt zur 
Hydroxylierung  (C-20, C-26), Oxidation (C-2, C-3, C-26), Reduktion (C-3), 
Seitenketten-Abspaltung (C-20, C-22) und zur Konjugierung (C-2, C-3, C-22, C-25, C-
26) der Ecdysteroide. Häufigste Metabolisierungswege sind die 20-Hydroxylierung, die 
26-Hydroxylierung, die Bildung von Ecdysteroidsäuren sowie die reversible Bildung 
von 3-Dehydroecdysteroiden (GÄDE et al., 1997). Während die Hydroxylierung an C-
20 zur Aktivierung der Ecdysteroide führt, inaktivieren die meisten anderen 
Metabolisierungsreaktionen diese. Die Speicherung findet vor allem in Form polarer 
und apolarer Konjugate wie z.B. Ecdysteroid-22-Fett-Acyl-ester (GRAN & LAFONT, 
1994) statt. 
Die Exkretion der Ecdysteroide erfolgt durch den Darm oder die Malpighischen Gefäße 
der Insekten.  
 
 
3.1.1. Bildungsorte von Ecdysteroiden in Insekten 
 
Hauptbildungsort der Ecdysteroide ist die Prothorakaldrüse, die bei höheren Fliegen 
(Diptera) einen Teil der Ringdrüse darstellt. Untersuchungen von DAI und GILBERT 
(1991) zeigten, dass die Drüsen von Larven im frühen Migrationsstadium die höchste 
basale Ecdysteroidsynthese zeigen. Diese nimmt jedoch nach der Verpuppung 
dramatisch ab und ist 48 Stunden nach der Verpuppung nicht mehr nachweisbar. Zu 
diesem Zeitpunkt kommt es zur Degeneration der Prothorakaldrüsenzellen durch 
Apoptose, die bis zur Entwicklung des adulten Tieres vollständig abgeschlossen ist. 
Trotzdem wurden auch in adulten Tieren signifikante Ecdysteroidtiter nachgewiesen, so 
dass die Existenz von weiteren Ecdysteroid synthetisierenden Geweben außerhalb der 
Prothorakaldrüse postuliert wurde (GILBERT et al., 1996). In Experimenten fanden 
sich bisher  Hinweise auf eine Synthese von Ecdysteroiden in den oben genannten 
Geweben Epidermis, Follikelepithel und im Abdomen von Manduca sexta sowie in den 
Y-Organen von Crustacea, die den Prothorakaldrüsen der Insekten entsprechen. 
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3.1.2. Biologische Aktivität in Insekten 
 
Ecdysteroide haben in Insekten eine Bedeutung bei der Kontrolle von Häutung, 
Wachstum und Reproduktion. Es besteht eine zeitliche Korrelation zwischen Häutungen 
und signifikanten Anstiegen der Ecdysteroidkonzentration in der Hämolymphe. Hierbei 
findet sich ein steiler Anstieg zu Beginn jeder larvalen Häutung, ein 
Konzentrationsmaximum vor der Apolyse und ein Absinken auf niedrige oder nicht 
nachweisbare Titer bei der Ecdysis. Es besteht eine zirkadiane Rhythmik der 
Ecdysteroidsekretion, deren Rhythmusgeber in der Prothorakaldrüse vermutet wird 
(GÄDE et al., 1997). 
Bei Schmetterlingen (Lepidopteren) finden sich im letzten Larvenstadium zwei 
Ecdsysteroid-gipfel. Der früher auftretende kleine Gipfel geht mit einer 
Verhaltensänderung der Larven einher. Sie beendigen die Nahrungsaufnahme und 
suchen nach einem geeigneten Platz für die Verpuppung (Migrationsstadium). 
Zusätzlich findet die Umstellung der larvalen zur pupalen Synthese in der larvalen 
Epidermis statt. Ecdyson und 20-Hydroxyecdyson treten zu diesem Zeitpunkt im 
Verhältnis von 1:1 auf. Der später auftretende zweite Ecdysongipfel ist wesentlich 
höher und steht im Zusammenhang mit der Larven-Puppen-Häutung. Hier treten 
Ecdyson und 20-Hydroxyecdyson im Verhältnis 1:5 auf.  
In diesen Entwicklungsphasen hat das Vorhandensein oder Fehlen eines zweiten 
Insektenhormons, des Juvenilhormons, eine große Bedeutung für den regelhaften 
Ablauf der Entwicklungsschritte (RIDDIFORD et al., 2000). 
Ein nach der Verpuppung auftretender dritter hoher und breiter 
Ecdysonkonzentrationsgipfel geht mit der Entwicklung der adulten Form einher. 
Im adulten Tier treten Ecdysteroide in Assoziation mit der Reproduktion in höheren 
Konzentrationen in der Hämolymphe auf. Hierbei bestehen große Unterschiede 
zwischen verschiedenen Spezies. Es erfolgt meist eine Aufnahme und Speicherung der 
Ecdysteroide als Konjugate in reifenden Eiern. Diese Konjugate werden in der 
Embryogenese freigesetzt und steuern die Embryonalentwicklung. (GÄDE et al., 1997). 
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Abb. 3-1: Schematische Darstellung der endokrinen Kontrolle der Metamorphose (aus 
GILBERT, 1999)  
  13
 
3.2. Die Ringdrüse 
 
Die Ringdrüse, auch als Ringkomplex bezeichnet (MEURANT 1993), wurde erstmals 
1864 von WEISMANN (Weismannscher Ring) beschrieben. Sie besteht aus Zellen der 
Corpora allata, der Corpora cardiaca und der Prothorakaldrüsen, die bei vielen 
Insekten getrennte Drüsen darstellen, bei Dipteren  jedoch zu einer Drüse (einem 
Drüsenkomplex) verschmolzen sind. 
Die Ringdrüse liegt kranial den Lobi optici des Gehirns an und umschließt allseitig die 
Aorta. Der dorsale Teil wird von den verschmolzenen Corpora allata, der ventrale von 
den ebenfalls verschmolzenen Corpora cardiaca gebildet. Die lateralen, von Tracheen 
begleiteten Drüsenbänder formen die Prothorakaldrüsen (GERSCH 1964). 
Diese stellen den Hauptteil der Ringdrüse dar. Die Ecdysteroid produzierenden Zellen 
sind morphologisch durch einen großen ovalen Kern, viele cytoplasmatische 
Lipidvakuolen und Invaginationen der peripheren Plasmamembran gekennzeichnet. Die 
Zellen der Corpora allata haben einen kleineren Kern, eine kleinere Kern-Plasma-
Relation und ein elektronendicht färbendes Cytoplasma. Multiple cytoplasmatische 
neurosekretorische Granula, ein runder Kern und ein prominenter Nukleolus sind die 
morphologischen Charakteristika der Zellen der Corpora cardiaca, die in einem engen 
Kontakt zu den Prothorakaldrüsenzellen stehen (MEURANT 1993). 
 
 
Abb. 3-2:  Schematische Darstellung der  anatomischen Lage der Ringdrüse (Rdr) von 
Calliphora vicina (Tr: Trachee, Bk: Bauchganglienkette, Hem: Gehirnhemisphäre) (aus 
GERSCH, 1964) 
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3.3. Regulation der Ecdysteroidsekretion in vivo 
 
Die Sekretion der Ecdysteroide wird in Insekten durch eine Vielzahl von Faktoren 
beeinflusst und gesteuert, von denen erst ein Teil gut untersucht ist. Es werden 
ecdysiotrope (v.a. PTTH) und inhibierende Faktoren unterschieden. 
Das prothorakotrope Hormon (PTTH) wird in zwei Paaren dorsolateraler 
neurosekretorischer Zellen im Gehirn gebildet, in die Corpora allata transportiert und 
dort in die Hämolymphe freigesetzt.  
Man unterscheidet große PTTHs, durch Disulfidbrücken verbundene Dimere mit einem 
Molekulargewicht von 22-29 kDa, und kleine PTTHs (4-7 kDa). In Bombyx  mori hat 
nur das große PTTH (PTTH-B) eine prothorakotrope Wirkung, während das kleine 
(PTTH-S) nicht aktiv ist und daher Bombyxin genannt wird (GÄDE et al., 1997).  
Als weitere ecdysiotrope Neuropeptide wurden Lom-IRP, Lyd-TE und EDNH 
identifiziert. Während die physiologische Wirkung des LIRP (Locusta migratoria-
insuline-related-peptide) noch ungeklärt ist, führt Lyd-TE in vitro zur Stimulierung der 
Ecdysteroidsynthese der Testes larvaler und pupaler Insekten sowie der Ovarien und des 
abdominellen Integuments bei G. bimaculatus (WAGNER et al., 1997). EDNH (Egg 
development neurosecretory hormone) führt zur Ovarreifung bei Dipteren und wurde 
auch in Thorax und Abdomen von Aedes aegypti nachgewiesen. 
Neben regulatorischen Neuropeptiden führt auch die direkte Innervation der 
Prothorakaldrüsen zur Beeinflussung der Ecdysonproduktion. Koinkubation mit dem 
ZNS hat veränderte Sekretionsschemata zur Folge, die abhängig vom Larvenstadium 
sind. Die Regulation der Steroidbiosynthese in Insekten durch das ZNS zeichnet sich 
also durch eine hohe Plastizität aus. 
 
Als inhibierender Faktor wurde das so genannte prothorakostatische Hormon (PTSH) 
identifiziert, das ein Hexapeptid ist und dem Neb-TMOF entspricht (HUA und 
KOOLMAN, 1995). Es führt zu einer Erhöhung des cAMP-Spiegels bei C. vicina. Bei 
Crustacean inhibiert ein molt-inhibiting Hormone (MIH) genanntes Neuropeptid die 
Produktion von Ecdysteroiden (SAIDI et al, 1994). Hierbei ist ebenfalls ein Anstieg des 
intrazellulären cAMP-Spiegels nachzuweisen. 
 
  15
Demgegenüber wirkt cAMP bei Lepidopteren stimulierend auf die Steroidogenese. 
Außerdem gibt es Hinweise auf eine Abhängigkeit der Ecdysteroidbiosynthese vom 
Calcium-Spiegel. 
Als Arbeitshypothese für den Wirkungsmechanismus des PTTH wird postuliert, dass 
die Bindung von PTTH an Membranrezeptoren der Drüsenzellen zu einer Erhöhung des 
cAMP-Spiegels in der Zelle und damit zu einer Erhöhung des Calcium-Einstroms führt. 
Die Aktivierung einer cAMP-abhängigen Protein-Kinase führt in der Folge zur 
Aktivierung eines geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der Ecdysteroidbiosynthese, 
das wahrscheinlich erst in einen Syntheseschritt nach der Bildung von 7-
Dehydrocholesterol eingreift. 
 
Über Einflüsse vom Juvenilhormon und die Existenz von Rückkopplungsmechanismen 
gibt es ebenfalls Spekulationen. (GÄDE et al., 1997). Es gilt mittlerweile als gesichert, 
dass Juvenilhormon die Ecdysteroidogenese in den Prothorakaldrüsen abhängig vom 
Entwicklungsstadium der Larve sowohl stimulieren als auch inhibieren kann 
(GILBERT et al., 1996). Die Existenz eines negativen Feedback-Mechanismus der 
Ecdysteroide auf ihre Biosynthese wurde 1989 von SAKURAI und WILLIAMS bei 
Manduca-Larven gezeigt. Der Mechanismus wird für eine direkte Suppression (short 
loop) gehalten. (GILBERT et al., 1996). JIANG und KOOLMAN (1999) konnten einen 
negativen Feedback-Mechanismus auch bei Calliphora vicina nachweisen. 
 
 
3.4. Der reverse hämolytische Plaque-Assay 
 
Der reverse hämolytische Plaque-Assay ist eine Technik zum Nachweis der 
Hormonsekretion einzelner Zellen. Er stellt eine Weiterentwicklung des hämolytischen 
Plaque-Assays dar, einer immunologischen Methode, die dem Nachweis der 
Immunglobulinsekretion einzelner B-Lymphozyten dient (CUNNINGHAM, 1968). 
JERNE (1974) und GRONOWITZ (1976) haben den Test weiterentwickelt. 
Bei der ursprünglichen Methode werden Rindern Schafserythrozyten injiziert. Es 
reichern sich Antikörper produzierende B-Zellen in der Milz des Rindes an. Eine 
Suspension von Milzgewebe wird einige Tage später mit einer Mischung von 
Schafserythrozyten und komplementhaltigem Serum von Meerschweinchen in eine 
Kammer auf einem Objektträger gegeben. Die Antikörper binden an die 
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Schafserythrozyten in der unmittelbaren Umgebung der sie sezernierenden B-Zellen. In 
der Folge führen die  Komplementfaktoren zu einer Lyse aller Erythrozyten, die 
Antikörper gebunden haben. Der dabei entstehende Lysehof um die B-Zellen wird 
hämolytischer Plaque genannt. Dieser Test erlaubt die Identifizierung und 
Quantifizierung der B-Zellen, die Antikörper gegen die Schafserythrozyten bilden 
(LEFTKOVITS, 1997). 
MOLINARO entwickelte 1981 auf der Grundlage dieses Plaque-forming-cell-Assays 
(PFC-Assay) den reversen hämolytischen Plaque-Assay (RHPA). Er coatete 
Schafserythrozyten mithilfe von Chromchlorid mit Protein A, einem IgG bindenden 
Protein, das auf der Membran von Staphylokokken der Antikörperbindung dient. Das 
auf der Erythrozytenmembran gebundene Protein A erlaubt die Bindung von IgG-
Antikörpern durch Erythrozyten. Dies machte sich MOLIMARO zunutze, indem er 
Antikörper gegen ein Hormon (Prolaktin) an die Erythrozyten band und einen Zellrasen 
aus Hormon sezernierenden Zellen und mit dem entsprechenden Antikörper beladenden 
Erythrozyten mit komplementhaltigem Serum inkubierte. Die Lyse der Erythrozyten, 
die Hormon gebunden haben, führt zur Bildung eines hämolytischen  Plaques um 
diejenigen Zellen, die das entsprechende Hormon sezernieren.  
 
 
Abb. 3-3: Schematische Darstellung des reversen hämolytischen Plaque-Assays  
(1: Bindung von Protein A; 2: Bindung des spezifischen Antikörpers; 3: Bindung des 
sezernierten Antigens; 4: Bindung von Komplement; 5: Lyse der Erythrozyten, die 
Antigen gebunden haben) 
 
Die übrigen Zellen werden bei dieser Nachweismethode nicht zerstört, so dass NEILL 
bereits 1983 die Kombination des Assays mit weiteren Methoden (z.B. 
Immunzytochemie) vorschlug. Der ebenfalls von NEILL (1983) beschriebene 
sequentielle hämolytische Plaque-Assay dient der Untersuchung verschiedener 
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Sekretogene auf dieselben Zellen. Bei dieser Modifikation werden nur die 
sekretorischen Zellen in der Cunningham-Kammer angeklebt und diese für jeden Test 
mit einem neuen Gemisch aus Erythrozyten, Antikörpern und Komplement inkubiert. 
 
Die ersten Anwendungen des hämolytischen Plaque-Assays erfolgten durch NEILL et 
al. (1983) zur Identifizierung einzelner Prolaktin sezernierender Zellen in einem 
Gemisch humaner hypophysärer Zellen und zur Untersuchung des Einflusses von TRH 
und Dopamin auf die Sekretionsmenge. Der Assay fand eine schnelle Verbreitung in der 
Bearbeitung endokrinologischer Fragestellungen, wobei im Mittelpunkt der 
Forschungstätigkeiten vor allem Peptidhormone der Hypophyse  wie Prolaktin (SMITH 
et al., 1986) und das Wachstumshormon (HOLL et al., 1988) sowie die 
Parathormonsekretion aus Zellen der Nebenschilddrüse (RITCHIE et al., 1992) standen. 
Zum Nachweis der Sekretion von Steroidhormonen mithilfe des reversen hämolytischen 
Plaque-Assays existiert bisher nur eine Arbeit von PINO et al. (1992), die die 
Testosteron-Sekretion von einzelnen Leydig-Zellen der Ratte untersucht haben. Im 
Verlauf der neunziger Jahre wurde der hämolytische Plaque-Assay mit einer Vielzahl 
von Methoden wie der Immunzytochemie (PORTER et al., 1995), der In situ-
Hybridisation (WISE et al., 1993) und  Patch-Clamp-Techniken (FELIX et al., 1993) 
kombiniert. Eine aktuelle und ausführliche Übersicht über die 
Anwendungsmöglichkeiten des reversen hämolytischen Plaque-Assays findet sich bei 
BOOCKFOR et al. (2004). 
 
3.5 Das Komplementsystem 
 
Das Komplementsystem ist ein wichtiger Bestandteil der unspezifischen Immunabwehr 
des menschlichen Organismus. Es besteht aus 9 verschiedenen Plasmafaktoren (sog. 
Komplementfaktoren C1 – C9). Sie liegen, ähnlich dem Blutgerinnungssystem, als 
inaktive Proenzyme oder Zymogene vor und aktivieren sich in einer bestimmten 
Reihenfolge überwiegend enzymatisch gegenseitig (sog. Komplementkaskade). Ihre 
Aktivität wird durch weitere (mindestens 11) so genannte Regulatorproteine beeinflusst. 
Die Komplementfaktoren werden in Darmepithelien, Makrophagen und Hepatozyten 
synthetisiert. Sie beeinflussen in aktivierter Form verschiedene andere Komponenten 
der unspezifischen Abwehr und führen in Form des Membranangriffskomplexes (C5-
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C9) letztendlich zur Perforation der Außenwände von Bakterien oder immunogenen 
körpereigenen Zellen. 
Bei ihrer Aktivierung werden die Komplementfaktoren in verschieden große 
Bruchstücke gespalten. Die größeren Bruchstücke (mit „b“ bezeichnet) binden an 
Zellmembranen und führen zur Aktivierung der nächsten Komponente der 
Komplementkaskade. Die kleinen Bruchstücke (mit „a“ bezeichnet) haben eine 
chemotaktische und permeabilitätssteigernde Wirkung, aktivieren Granulozyten und 
Makrophagen und verursachen Entzündungsreaktionen. 
Die Aktivierung der Komplementkaskade kann auf zwei Wegen geschehen. Im so 
genannten klassischen Weg führen mit Immunglobulinen (üblicherweise IgG) 
opsonierte Erreger oder Körperzellen (Antigen-Antikörper-Komplexe) zu einer 
Aktivierung des Faktors C1, der die Komplementkaskade in Gang setzt. Beim so 
genannten alternativen Weg wird der Faktor C3 auch durch nichtopsonierte Erreger 
aktiviert. Diese Bindung führt nun zu einer Opsonisierung des Antigens und damit zu 
einer Verstärkung oder sogar erst Ermöglichung der Phagozytose. Mastzellen, basophile 
Granulozyten und eosinophile Granulozyten werden außerdem durch die aktivierten 
Komplementfaktoren C3a, C4a und C5a aktiviert. 
Am Ende der Komplementkaskade wird der so genannte Membranangriffskomplex 
(oder zytolytische Komplex) aus den Faktoren C5-C9 gebildet, der eine Pore in der 
Zellmembran bildet. Diese Perforation der Außenwand führt zur Zerstörung der 
Zellstruktur, die durch Lysozym verstärkt wird (Weiss et al., 1993). 
Im Rahmen des reversen hämolytischen Plaque-Assays erfolgt die Aktivierung der 
Komplementkaskade auf dem klassischen Weg durch die an der Erythrozytenwand 
gebundenen IgG-Antikörper. Der Membranangriffskomplex führt dann in der Folge zur 
Lyse der Antikörper tragenden Erythrozyten.  
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3.6. Ziel der Dissertation 
 
In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob der reverse hämolytische Plaque-Assay auch 
zum Nachweis Ecdysteroid sezernierender Zellen geeignet ist. 
Die bisherigen Untersuchungen der Ecdysteroidsekretion sind nur mit ganzen Drüsen 
durchgeführt worden. Außerdem ist der Nachweis der Sekretion von Ecdysteroiden aus 
anderen Zellen der Insekten bisher noch nicht direkt erbracht worden. Der reverse 
hämolytische Plaque-Assay bietet nach Etablierung somit eine Vielzahl von 
Möglichkeiten weiterer Untersuchungen der Sekretionsorte sowie der Regulation der 
Sekretion von Ecdysteroiden in verschiedenen Spezies. 
In der Arbeit soll der reverse hämolytische Plaque-Assay nach Sichtung der aktuellen 
Literatur etabliert sowie seine Anwendbarkeit für den Nachweis einer 
Ecdysteroidsekretion durch Visualisierung der Plaquebildung gezeigt werden. Als 
Untersuchungsgewebe werden Zellen der Ringdrüse von Schmeißfliegen (Calliphora 
vicina) genutzt, mit denen in unserem Labor eine große Erfahrung besteht. 
Kontrolluntersuchungen dienen dem Nachweis der Spezifität der erhaltenen Ergebnisse. 
Perspektiven für weitere Versuche mithilfe des reversen hämolytischen Plaque-Assays 
sollen erarbeitet und bewertet werden. 
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4. Methoden 
 
4.1. Larvenzucht 
 
Schmeißfliegen der Art Calliphora vicina (R.D.) wurden bei 23°C und 50%iger 
Luftfeuchtigkeit in einem 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Zyklus gehalten und mit Hefe, 
Zucker und Wasser ernährt. Die Eiablage erfolgte in rohes Schweinehackfleisch. Nach 
dem Schlüpfen wurden die Larven durch Zugabe von weiterem rohen 
Schweinehackfleisch gezüchtet. Ihr Entwicklungsalter wurde in Tagen nach Eiablage 
ausgedrückt (BUDD et al., 1993). 
Zu Beginn des Migrationsstadiums, am 6. Tag nach der Eiablage, wurden die Larven 
mit Leitungswasser gewaschen und im Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt. Unter diesen 
Temperaturen sistierte die weitere Entwicklung der Larven. Die Entnahme der 
benötigten Larven aus dem Kühlschrank erfolgte ca. 12 Stunden vor 
Präparationsbeginn.  
 
4.2. Chemikalien 
 
 
Chemikalien 
 
Firmen/ Best.Nr. 
 
Komplementhaltiges Serum vom Meerschweinchen 
 
 
Sigma S 1639 
 
Toluidinblau 
 
 
Serva 36693 
 
Protein A 
 
 
Sigma P 8143 
(entspricht P3838) 
 
Poly-L-Lysin 
 
 
Sigma P 8920 
 
Rinderserumalbumin (BSA)  5% 
 
 
Sigma A 7888 
 
Glutaraldehyd  25% 
 
 
Sigma G 6257 
 
Chromium-chlorid-Hexahydrat  99% 
 
 
Merck 102487 
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Chemikalien 
 
 
Firma/Best.Nr. 
 
Medium 199 
 
 
Sigma M 5017 
 
Trypsin aus Rinderpankreas 
 
 
Sigma T 2271 
 
Schafserythrozyten  
 
 
Behring ORAW31 
 
Kollagenase, Typ II 
 
 
Calbiochem Lot B18817 
 
Forskolin 
 
 
Calbiochem Lot B25974 
 
3-Isobutyl-1-Methylxanthin 
 
 
Calbiochem Lot B22073 
 
Dimethylsulfoxid 
 
 
Sigma D8779 
 
Tab. 4-1: Chemikalien 
 
 
Alle nicht aufgeführten Chemikalien stammen von der Fa. Merck, Darmstadt und waren 
von p.a.-Qualität. 
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4.3. Antiseren 
 
Alle verwendeten Antikörper entstammen eigener Produktion (REUM et al., 1979, 
1981, 1982,1989). 
 
Antiserum 
 
Blutung vom Antigen Spezifität Kommentare 
 
DUL-1 
 
 
Gepoolt 
Ecdyson-
oxim-BSA 
 
E = 1; 
3DE = 3,8 
 
2 
 
DUL-2 
 
 
29.11.79 
Ecdyson-
oxim-BSA 
 
E = 2-deoxyE 
 
2,3  
 
DUL-3 
 
 
07.01.81 
Ecdyson-
oxim-BSA 
  
2 
 
DBL-1 
 
10.09.80 
20-Hydroxy-
Ecdyson-
oxim-BSA 
 
E = 1; 
3DE = 17 
 
1,2 
 
DBL-2 
 
 
08.10.80 
20-Hydroxy-
Ecdyson-
oxim-BSA 
 
E = 1;  
20E = 1,3 
 
1,2  
 
White 
 
 
04.06.82 
Ecdyson-
oxim-
Thyroglobulin 
  
 
Black 
 
04.06.82 
Ecdyson-
oxim-
Thyroglobulin 
  
2 
 
1 bindet 2-Succinyl-Derivat von 20E, das an Peroxydase gebunden ist 
2 bindet tritiiertes 2-Desoxyecdyson 
3 bindet E und 25-Desoxyecdyson gleich gut 
 
Tab. 4-2: Antiseren 
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4.4. Lösungen  
 
Name Konzentration Herstellung 
 
Chromchlorid-
hexahydrat-
Salzlösung 
 
0,1 %(1mg/ml)CrCl3 x 6 
H2O in Saline, pH 5.0 
 
50 mg Chromchloridhexahydrat 
in 50 ml 0,9%iger NaCl-Lösung 
 
Chromchlorid-
hexahydrat-
Fixierungslösung 
 
0,01 % (0,1 mg/ml) 
 
Mischung von Chromchlorid-
hexahydratlösung mit 0,9%iger 
NaCl-Lösung im Verhältnis 1:9 
 
Protein A- Lsg. 
in Saline 
 
 
0,5 mg/ml 
gefroren aufbewahrt 
 
1 mg Protein A  in 2ml 0,9%iger 
NaCl-Lösung 
 
Medium 199 mit 
BSA 
 
 
Medium 199 + BSA 0,1 %  
 
100 mg BSA in 100 ml Medium 
199 
 
Poly-L-Lysin in 
dest. Wasser 
 
 
1 mg / ml 
 
1 mg Poly-L-Lysin in 1 ml 
destilliertem Wasser 
 
Calliphora-
Ringer 
(KÄUSER et al., 
1988) 
125 mM NaCl, 5 mM KCl, 
1,82 mM CaCl2, 2 mM 
MgCl2, 0,58 mM Na2HPO4, 
0,34 mM KH2PO4, 25mM 
Glucose 
(pH 6,8 bei 25°C) 
 
 
Medium M-199 
 Inhalt eines Fläschchens Medium 
M-199 in destilliertem Wasser 
lösen, 2,2 g Natriumhydrogen-
carbonat hinzugeben, pH mit 
konz. HCl bzw. NaOH bei 7,3 
einstellen, auf 1 l mit 
destilliertem Wasser auffüllen 
 
Glutaraldehyd 
zur Fixierung 
 
 
2 % in Medium 199 
 
4 ml Glutaraldehyd + 46 ml 
Medium 199 
 
Toluidinblau - 
Lsg. 
 
   
ca. 0,01 mg Toluidinblau in 1 ml 
Saline (0,9%ige NaCl-Lösung) 
 
Forskolin-Lsg. 
 
 
 
4 x 10-3 M 
 
10 mg Forskolin in 6,09 ml 
DMSO 
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Name  
 
Konzentration Herstellung 
 
Isobutylmethyl-
xanthin-Lsg. 
 
 
4 x 10-2 M 
 
8,9 mg Forskolin in 1 ml DMSO 
 
Antiserum-
Lösung 
 
  
10 µl antikörperhaltiges Serum in 
500 µl Medium-199  
 
Komplement-
Lösung 
 
  
10 µl komplementhaltiges Serum 
in 500 µl Medium-199 
 
Tab. 4-3: Lösungen 
 
 
4.5. Geräte 
 
Analysenwaage Sartorius 1217 Sartorius AG, Göttingen 
Heizofen: Heraeus T 5042 Heraeus GmbH, Hanau 
Pipetten: Gilson Pipetman div. Größen Gilson International Deutschland, Bad 
Camberg 
Zentrifuge: Heraeus Megafuge 2.0R Heraeus GmbH, Hanau 
 
 
4.6. Präparation der Ringdrüsen 
 
Die Larven wurden auf klassische Weise mithilfe von Insektennadeln auf einer dunklen 
Wachsgrundlage aufgespannt und mit einem Längsschnitt eröffnet. Nach Zugabe von 
Calliphora-Ringer erfolgte die Entfernung von Anteilen des Fettkörpers in der 
Flüssigkeit mit dem Ziel, das Gehirn darzustellen. Die Ringdrüsen wurden an den von 
den Hirnlobuli nach kranial verlaufenden Tracheen aufgesucht und mit diesen 
zusammen entfernt. Anhangsgewebe wurden sorgfältig abpräpariert. Nach Abschluss 
der Präparation wurden die Ringdrüsen mithilfe einer Eppendorf-Pipette in 500 µl 
Medium 199 eingebracht. 
 
 
 
 
  25
4.7. Vereinzelung der Zellen 
 
4.7.1. Gewebeauflösung mit Trypsin  
 
Das Gewebe wurde 2 Stunden lang bei 37°C im Wasserbad mit Trypsinlösung (1 mg / 
ml Medium-199) inkubiert und dabei alle 30 min durch wiederholte Aspiration mit 
einer Mikroliter-Pipette mechanisch belastet. Im Anschluss an die Inkubation erfolgte 
eine 10- minütige Zentrifugation bei 2000 rpm, Abgießen des Überstandes und 
einmaliges Waschen in Medium 199 (RITCHIE et al., 1992). 
 
4.7.2. Gewebeauflösung mit Kollagenase  
 
Das Gewebe wurde 45 min lang bei 37°C im Wasserbad mit Kollagenase-Lösung (3 
mg/ml Medium 199) inkubiert und dabei alle 15 Minuten durch wiederholtes Aspirieren 
mit einer Mikroliter-Pipette mechanisch belastet. Im Anschluss erfolgte eine 10-
minütige Zentrifugation der Zellen in einer Kühlzentrifuge bei 2000 rpm, Abgießen des 
Überstandes und einmaliges Waschen in Medium 199 (TAYLOR et al., 1992). 
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4.8. Der reverse hämolytische Plaque-Assay (RHPA) 
 
4.8.1. Coating der Erythrozyten 
 
Nach Zentrifugation der Erythrozyten und dem Abgießen des Überstandes aus 
Konservierungsmittel wurden die Erythrozyten einmal in 0,15 M NaCl-Lösung 
gewaschen. Es folgte die 1-stündige Inkubation mit Chromchloridhexahydrat-
Fixierungslösung und Protein-A-Lösung im Mengenverhältnis 1:10:1 (Erythrozyten: 
Chromchloridhexahydrat-lösung : Protein-A-Lösung) zur Fixierung des 
Immunglobulin-bindenden Proteins auf der Erythrozytenoberfläche. Nach Abschluss 
der Inkubation wurden die Erythrozyten einmal mit 0,15 M NaCl-Lösung und dreimal 
mit Medium 199 gewaschen (NEILL et al., 1987). 
Die gecoateten Erythrozyten wurden bei 2-8°C als 10%ige Lösung in Medium 199 
aufbewahrt und in den folgenden 3 Tagen verwendet. 
 
4.8.2. Bau der Cunningham-Kammern  
 
Die Objektträger wurden mit techn. Ethanol sorgfältig von Lipiden gereinigt. Nach dem 
Aufbringen zweier Streifen doppelseitigen Klebebandes (ca. 12 x 2 mm) zentral an den 
langen Seiten eines Objektträgers wurden 20 µl Poly-L-Lysin-Lösung als „Klebstoff“ 
für Proteine zwischen den Klebestreifen aufgebracht und gleichmäßig auf der späteren 
Fläche der Kammer verteilt. Nach 5-10 Minuten wurden die Objektträger mit 
destilliertem Wasser abgespült und an der Luft getrocknet. Die Kammer wurde bei 
getrocknetem Objektträger mit einem Deckglas verschlossen (LEONG et al., 1985). 
Die entstehenden Kammern hatten ein Volumen von 40-60 µl. 
 
4.8.3. Durchführung des hämolytischen Plaque-Assays  
 
Die Ringdrüsenzellen wurden in die 10%ige Lösung gecoateter Erythrozyten 
transferiert. Diese Suspension wurde mithilfe einer Pipette in die Cunningham-
Kammern eingebracht. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten in feuchtem Milieu, 
in der die Zellen mithilfe des Poly-L-Lysins an die Glasoberfläche banden, wurde die 
Kammer mit Unterstützung durch Sog mit einem Stück Filterpapier mit ca. 100 µl 
Medium 199 gespült. Die Inkubation mit dem Antiserum erfolgte über eine Stunde 
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durch die Zugabe von 40 µl Antikörperlösung in die Kammer alle 20 Minuten. Im 
Anschluss erfolgte die Inkubation mit Komplementlösung über zwei Stunden durch 
Einbringen von 40 µl Serum alle 40 Minuten (LEONG et al., 1985; PINO et al., 1992). 
 
4.8.4. Fixierung und Färbung  
 
Die Fixierung erfolgte im Anschluss an die Inkubation mit Komplementlösung mit 
eiskalter Glutaraldehydlösung, mit der die Kammer über 10 Minuten inkubiert wurde. 
Nach Spülung mit 500 µl Medium 199 und vorsichtiger Entfernung des Deckglases 
wurde das Präparat an der Luft getrocknet. Die Färbung wurde mit Toluidinblaulösung 
ausgeführt. Nach dem Aufbringen der Lösung auf das Präparat und einer Einwirkzeit 
von 20 Minuten wurden die Farbreste mit destilliertem Wasser abgespült und das 
Präparat nach Lufttrocknung unter dem Mikroskop evaluiert (KINEMAN et al., 1996). 
 
4.9. Hämolytischer Plaque-Assay mit verschiedenen Antikörpern 
 
Der hämolytische Plaque-Assay wurde mit Zellen der Larven von Calliphora vicina und 
verschiedenen Antikörpern gegen Ecdysteroide durchgeführt. Verwendet wurden die 
Antiseren Black, White, DBL 1, DUL 1, DBL 2, DUL 2, DUL 3, die unter gleichen 
Bedingungen eingesetzt wurden. Als Kontrolle diente jeweils die Inkubation der 
Cunningham-Kammern mit Medium-199 anstelle der Lösungen der Antiseren. 
 
 
4.10. Hämolytischer Plaque-Assay mit ganzen Ringdrüsen  
 
Der hämolytische Plaque-Assay wurde mit ganzen Ringdrüsen durchgeführt. Eine 
Auftrennung in einzelne Zellen mithilfe von Kollagenase oder Trypsin erfolgte nicht. 
Zum Einbringen der ganzen Ringdrüsen war es notwendig, die Cunningham-Kammern 
erst nach Aufbringen der Lösung aus Ringdrüsen und Schafserythrozyten mit einem 
Deckglas zu verschließen. Die Inkubation von bereits geschlossenen Kammern durch 
Diffusion war aufgrund des großen Volumens der ganzen Ringdrüsen nicht möglich. Es 
ergaben sich keine weiteren Änderungen im Versuchsablauf. 
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4.11. Sequentieller hämolytischer Plaque-Assay mit ganzen Ringdrüsen  
 
Es wurden Ringdrüsen von Larven von Calliphora vicina am 6. Tag nach Eiablage 
präpariert und in Medium 199 gelagert. Nach Reinigung der Objektträger mit Ethanol 
wurden auf diese je 20 µl Poly-L-Lysinlösung aufgetragen und die Objektträger nach 
einer Einwirkzeit von 10 Minuten mit destilliertem Wasser gespült und luftgetrocknet. 
Nach dem Bau einer Cunninghamm-Kammer wurde diese mit den Ringdrüsen in 
Calliphora-Ringer inkubiert und nach 30 Minuten mit 100µl Medium 199 gespült. 20 µl 
der 30 %igen Lösung von gecoateten Schafserythrozyten wurden mit der 
Antikörperlösung und der Komplementlösung gemischt. Die Kammer wurde alle 20 
Minuten mit 40 µl dieses Gemisches bei Raumtemperatur inkubiert und nach 60 
Minuten unter dem Mikroskop evaluiert. 
 
 
4.12. Hämolytischer Plaque-Assay mit Pflanzensamen 
 
Phytoecdysteroide sind Ecdysteroide, die in Pflanzen nachgewiesen werden können. Sie 
treten in besonders hohen Konzentrationen in Pflanzensamen auf. Daher sollte die 
Möglichkeit des Nachweises von Ecdysteroiden in Pflanzensamen untersucht werden. 
Pflanzensamen von Xenophyllum tenax und Chenopodium album (dankenswerterweise 
zur Verfügung gestellt von Prof. Laurence Dinan, Department of Biological Sciences, 
University of Exeter) wurden sehr fein gemörsert und mit der Lösung von gecoateten 
Schafserythrozyten gemischt. Die Kammern wurden mit dieser Mischung über 30 
Minuten inkubiert. Der weitere Verlauf des reversen hämolytischen Plaque-Assays 
wurde beibehalten. 
 
 
4.13. Wirkung von Forskolin auf die Sekretion der Ringdrüsenzellen 
 
Das verwendete Antiserum wurde im Unterschied zu den Vorversuchen nicht im 
Verhältnis von 1:50, sondern von 1:37,5 mit Medium 199 gemischt. Die Inkubation der 
Cunningham-Kammern erfolgte mit 30 µl dieser Lösung sowie mit 10 µl der 
Forskolinlösung in unterschiedlicher Verdünnung (1:1, 1:10 und 1:100). Der weitere 
Ablauf des reversen hämolytischen Plaque-Assays wurde beibehalten. 
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4.14. Wirkung von Isobutylmethylxanthin (IBMX) auf die Sekretion der 
Ringdrüsenzellen 
 
Das verwendetet Antikörperserum wurde im Verhältnis von 1:37,5 mit Medium 199 
gemischt. Die Inkubation der Cunningham-Kammern erfolgte mit 30 µl dieser Lösung 
sowie mit 10µl der Isobutylxanthinlösung in unterschiedlicher Verdünnung (1.10 und 
1:100). Der weitere Ablauf des reversen hämolytischen Plaque-Assays wurde 
beibehalten. 
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4.15. Kontrollexperimente 
 
 
4.15.1. Verwendung von Medium 199 anstelle von Antiserum 
 
Der hämolytische Plaque-Assay wurde auf die oben beschriebene Art durchgeführt. Es 
erfolgte lediglich die Inkubation der Kammer mit Medium 199 anstelle von 
Antiserumlösung. 
 
 
4.15.2. Verwendung von Medium 199 anstelle von Komplement  
 
Anstelle der zweistündigen Inkubation mit Komplementlösung wurde die Cunningham-
Kammer mit Medium 199 inkubiert. Es ergaben sich keine weiteren Änderungen im 
Versuchsablauf (NEILL et al., 1983; PINO et al., 1992). 
 
4.15.3. Durchführung des hämolytischen Plaque-Assays mit ungecoateten Erythrozyten 
 
Die Schafserythrozyten wurden lediglich dreimal mit 0,9%iger NaCl-Lösung und 
einmal mit Medium 199 gewaschen und ohne Coating mit Protein A im hämolytischen 
Plaque-Assay verwendet. 
 
 
 
4.15.4. Verwendung von anderen Geweben / keinem Gewebe anstelle von 
Ringdrüsenzellen 
 
Es erfolgte die Präparation von Fettkörpergewebe und Teilen der Malpighischen 
Gefäße. Das gewonnene Gewebe wurde in derselben Art wie die Ringdrüsenzellen 
mithilfe von Kollagenase in einzelne Zellen aufgetrennt und im reversen hämolytischen 
Plaque-Assay verwendet. 
Außerdem wurde der RHPA ohne Zugabe von Zellen durchgeführt. 
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4.15.5. Durchführung des hämolytischen Plaque-Assays mit Zellen aus Ringdrüsen von 
Larven früherer Larvenstadien 
 
Es wurden die Ringdrüsen von Larven bereits am fünften Tag der Eiablage präpariert, 
mit Kollagenase getrennt und im hämolytischen Plaque-Assay auf die Sekretion von 
Ecdysteroiden getestet. 
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5. Ergebnisse 
 
 
5.1. Reverser hämolytischer Plaque-Assay mit verschiedenen Antikörpern 
 
 
Bei der Durchführung des reversen hämolytischen Plaque-Assays mit verschiedenen 
Antiseren gegen Ecdysteroide (DUL-1, DUL-2, DUL-3, DBL-1, DBL-2, White, Black) 
zeigte sich nur bei der Verwendung des DBL-1-Antiserums eine reproduzierbare 
Plaquebildung um einen Teil der Ringdrüsenzellen (Abb. 5-1 und 5-2). Plaques, die bei 
der Verwendung von DBL-2 auftraten, konnten in Folgeversuchen nicht bestätigt 
werden und mussten daher als nicht reproduzierbare Ergebnisse gewertet werden. In 
allen Folgeversuchen wurde daraufhin nur Antiserum vom Typ DBL-1 verwendet. 
 
 
Abb. 5-1: Hämolytischer Plaque-Assay mit Ringdrüsenzellen und DBL-1-Antiserum 
(5fach vergrößert) 
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Abb. 5-2: Vergrößerung aus Abbildung 5-1(16fach vergrößert) 
 
5.2. Reverser hämolytischer Plaque-Assay mit Ringdrüsenzellen bei 
Zelltrennung mit Trypsin oder Kollagenase 
 
Es zeigte sich bei der Verwendung beider Zelltrennungsmethoden eine befriedigende 
Auftrennung der in toto präparierten Ringdrüsen in einzelne Zellen. Ein Einfluss des 
verwendeten Enzyms auf die Menge oder die Größe der hämolytischen  Plaques konnte 
nicht nachgewiesen werden. In der Mehrzahl der Versuche wurde Kollagenase zur 
Zelltrennung verwendet. 
 
5.3. Reverser hämolytischer Plaque-Assay unter Verwendung des DBL-1-
Antikörpers und Zellen der Ringdrüse von Calliphora vicina. 
 
Es wurde bei 23 (74,2 %) von 31 Versuchen nach der klassischen Vorschrift (LEONG 
et al., 1985; PINO et al., 1992) eine Plaquebildung beobachtet (Abb. 5-3 und 5-4). In 8 
(25,8 %) Versuchen waren keine Plaques nachzuweisen. Der Durchmesser der Plaques 
betrug zwischen 5 und 10 Erythrozytendurchmessern (36 – 72 µm), die Anzahl der 
Plaques pro Objektträger zwischen 0 und 6. Die Anzahl und der Durchmesser der 
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Plaques standen in keiner eindeutigen Korrelation zur Inkubationszeit der Zellen mit 
Antikörper- oder Komplementlösung. 
 
Abb. 5-3: Hämolytischer Plaque-Assay mit DBL-1 Antikörper (10fach vergrößert) 
 
Abb. 5-4: Vergrößerung aus Abbildung 5-3 (40fach vergrößert) 
  35
 
3.4. Reverser hämolytischer Plaque-Assay mit ganzen Ringdrüsen 
 
In keinem Versuch mit ganzen Ringdrüsen konnte eine eindeutige Plaquebildung 
nachgewiesen werden. Erythrozytenfreie Säume um die Ringdrüsen bestanden schon zu 
Beginn der Inkubation mit Antiserumlösung, so dass diese nicht als Ergebnis der 
Inkubation gewertet werden können (Abb. 5-5). 
 
Abb. 5-5: Hämolytischer Plaque-Assay mit ganzer Ringdrüse  (5fach vergrößert) 
 
 
5.5. Sequentieller reverser hämolytischer Plaque-Assay mit ganzen 
Ringdrüsen 
 
Auch nach Modifikation des Versuchsablaufs im Sinne des von NEILL et al. (1983) 
beschriebenen sequentiellen hämolytischen Plaque-Assays war unter Verwendung 
ganzer Ringdrüsen keine Plaquebildung zu beobachten. 
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5.6. Reverser hämolytischer Plaque-Assay mit Pflanzensamen 
 
Bei der Verwendung von gemörserten Pflanzensamen von Xenophyllum tenax und 
Chenopodium album war keine Auswertung der Experimente möglich, da die 
Erythrozyten bereits bei Inkubation der Cunningham-Kammer mit dem Gemisch aus 
Schafserythrozyten und Pflanzensamen lysiert wurden. Bei Xenophyllum tenax bestand 
zu Versuchsende noch ein angedeuteter Erythrozytenrasen ohne Hinweise auf 
Hämolysehöfe, bei Chenopodium album war kein Erythrozytenrasen nachweisbar. 
 
5.7. Wirkung von Forskolin auf die Sekretion der Ringdrüsenzellen 
 
Forskolin ist ein natürlich vorkommendes Diterpen, das einen direkten stimulierenden 
Effekt auf die Adenylat-Cyclase hat und zur Untersuchung cAMP-abhängiger 
physiologischer Prozesse verwendet wird. Forskolin wirkt außerdem cAMP-unabhängig 
auf eine Reihe von membranständigen Transportproteinen (LAURENZA et al., 1989). 
Forskolin wirkt stimulierend auf die Ecdysonsekretion von Zellen der Ringdrüse von 
Calliphora vicina. 
Es zeigte sich kein signifikanter Einfluss der Zugabe von Forskolin in unterschiedlichen 
Konzentrationen auf die Größe der hämolytischen Plaques um die Ringdrüsenzellen 
herum. Zudem kam es bei mehreren Versuchen zu einer unspezifischen Lyse der 
Erythrozyten mit Ausdünnung des Zellrasens. In Kontrollexperimenten mit DMSO, 
dem für das Forskolin verwendeten Lösungsmittel, zeigte sich eine 
Konzentrationsabhängigkeit der Hämolyse, die jedoch erst nach Zugabe von 
Komplementlösung eintrat. Ohne Zugabe von Ringdrüsenzellen kam es zu keiner 
unspezifischen Hämolyse nach Zugabe von DMSO oder Forskolinlösung. 
 
 
5.8. Wirkung von Isobutylmethylxanthin (IBMX) auf die Sekretion der 
Ringdrüsenzellen 
 
IBMX ist ein nicht spezifischer Inhibitor von cAMP- und cGMP-Phosphodiesterasen. 
Es hat außerdem eine antagonistische Wirkung am Adenosinrezeptor.  
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Unter Zugabe von IBMX konnte in keinem Versuch eine Plaquebildung festgestellt 
werden. IBMX zeigte keinen negativen Effekt auf die Ausbildung eines dichten 
Erythrozytenrasens. 
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5.9. Kontrollexperimente 
 
3.9.1. Verwendung von Medium 199 anstelle von Antiserum 
 
Bei Verwendung von Medium 199 anstelle der Antiserumlösung kam es in keinem der 
vier Experimente zu einer Plaquebildung (Abb. 5-6). 
 
 
Abb. 5-6: Hämolytischer Plaque-Assay mit Ringdrüsenzellen und Medium 199 statt 
Antikörperlösung (10fach vergrößert)  
 
5.9.2. Verwendung von Medium 199 anstelle von Komplement  
 
Nach Ersetzen der Komplementlösung durch Medium 199 konnte in keinem 
Experiment eine Plaquebildung nachgewiesen werden (Abb. 5-7). Im Verlauf wurde die 
Verwendung von Medium 199 anstelle der Komplementlösung als 
Kontrolluntersuchung in jedem Experiment verwendet. Eine Plaquebildung ohne 
Verwendung von Komplementlösung konnte in keinem Fall nachgewiesen werden. 
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Abb. 5-7: Hämolytischer Plaque-Assay mit Ringdrüsenzellen und Medium 199 statt 
Komplementlösung (10fach vergrößert)  
 
 
 
5.9.3. Verwendung von anderen Geweben / keinem Gewebe anstelle von 
Ringdrüsenzellen 
 
Sowohl bei Verwendung von Gewebe aus dem Fettkörper oder den Malpighischen 
Gefäßen der Larven als auch bei der Durchführung des reversen hämolytischen Plaque-
Assays ohne Zugabe von Ringdrüsenzellen kam es zu keiner Plaquebildung. 
 
 
5.9.4. Durchführung des reversen hämolytischen Plaque-Assays mit ungecoateten 
Erythrozyten 
 
Bei dem Einsatz ungecoateter Erythrozyten kam es in keinem der drei Versuche zu 
einer Ausbildung hämolytischer Plaques. 
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5.9.5. Durchführung des reversen hämolytischen Plaque-Assays mit Zellen aus 
Ringdrüsen von Larven früherer Larvenstadien 
 
Die Untersuchung von Ringdrüsenzellen aus Larven am fünften Tag nach Eiablage 
führte nicht zum Nachweis von hämolytischen Plaques. Am siebten Tag nach Eiablage 
konnte bei Ringdrüsenzellen von Larven derselben Zucht eine eindeutige Plaquebildung 
nachgewiesen werden. 
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6. Diskussion 
 
6.1. Vorbemerkung 
Ziel der Arbeit war es zu zeigen, dass der reverse hämolytische Plaque-Assay zur 
Nachweis Ecdysteroid sezernierender Zellen geeignet ist.  
Auf Grundlage der vorhandenen Literatur wurde die Methode in unserem Labor 
etabliert.  Eine Visualisierung der Ecdysteroidsekretion durch die Bildung 
hämolytischer Plaques gelang. Es wurde mehrere Kontrollexperimente durchführt. 
Im Folgenden werden die einzelnen Aspekte der Methode sowie die Ergebnisse der 
Experimente und Kontrollexperimente kritisch diskutiert und Perspektiven für weitere 
Untersuchungen aufgezeigt. 
 
 
6.2. Larvenzucht und Präparation 
 
Die Zucht der Larven von Calliphora vicina sowie die Präparation der Ringdrüsen 
erfolgten unter standardisierten Bedingungen. Trotzdem ist eine Kontamination des 
verwendeten Zellmaterials mit wenigen Zellen anderer Organe oder des Bindegewebes 
der Larven nicht völlig auszuschließen. Von größerer Bedeutung für die 
Versuchsergebnisse scheint zu sein, dass die Larven sich nicht völlig synchron 
entwickeln. Dadurch kann in einzelnen Versuchen die Phase aktiver 
Ecdysteroidausschüttung verpasst worden sein. Eine sichere Standardisierung des 
Entwicklungsalters der Larven ist mit erhöhtem Aufwand möglich, für die 
Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit jedoch nicht unbedingt notwendig. Die 
Variabilität der Ergebnisse lässt sich dadurch ausreichend erklären. 
 
Ringdrüsen von Larven des 7. Tages von Calliphora vicina sezernieren in vitro 
nachweisbare Mengen von Ecdysteroiden. Die Sekretion zeigt während der ersten 6 
Stunden nach Präparation ein lineares Verhalten und nimmt dann kontinuierlich ab 
(KÄUSER et al., 1988). 
Prothorakaldrüsen können mehrere Stunden in Medium 199 inkubiert werden 
(RICHTER et al., 1997).  
KOMIYA et al. (1998) wiesen nach, dass Ringdrüsen von Pseudaletia separata in 
Kultur ein vom verwendeten Medium abhängiges Sekretionsverhalten aufweisen. 
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Hierbei zeigte sich jedoch eine von den Kulturmedien unabhängige Sekretion in den 
ersten zwei Stunden nach Präparation. Eine Zugabe von Cholesterol als Substrat der 
Ecdysonbiosynthese war nicht notwendig. Bei einzelnen Drüsen zeigte sich eine 
nachweisbare Sekretion bis zu 24 Stunden nach Präparation (KOMIYA et al., 1998).   
Somit ist auch in unseren Experimenten von einer Ecdysonsekretion der präparierten 
Drüsen auszugehen. 
 
6.3. Vereinzelung der Zellen 
 
In der Literatur werden verschiedene Methoden zur Vereinzelung von Zellen aus 
Zellverbänden angegeben. In unseren Untersuchungen erwies sich sowohl die 
Verwendung von Trypsin als auch von Kollagenase als praktikabel. Ein Einfluss auf die 
Versuchsergebnisse zeigte sich nicht. In der Literatur werden zur Durchführung des 
hämolytischen Plaque-Assays ebenfalls beide Methoden verwendet (BURRIS et al., 
1992, CAI et al., 1998). Ein Einfluss des verwendeten Enzyms auf das 
Sekretionsverhalten von einzelnen Zellen der Ringdrüse von Calliphora vicina ist 
bisher nicht untersucht worden. 
Die Verwendung von Kollagenase in der Mehrzahl unserer Versuche erfolgte aus 
Praktikabilitätsgründen sowie zur Verbesserung der Vergleichbarkeit der einzelnen 
Versuchsergebnisse. 
 
6.4. Der reverse hämolytische Plaque-Assay 
 
In den von uns durchgeführten Experimenten zeigt sich, dass der Nachweis Ecdysteroid 
produzierender Zellen mithilfe des reversen hämolytischen Plaque-Assays möglich ist. 
Die Methode des reversen hämolytischen Plaque-Assays ist ausreichend etabliert und 
gehört zu den etablierten, wenn auch anspruchsvollen, endokrinologischen 
Untersuchungsmethoden (BOOCKFOR et al., 2004; ESCAMILLA-CHIMAL et al., 
2002; KANYICSKA et al., 2001). Alle Arbeiten beziehen sich auf die ursprünglich von 
NEILL et al. (1983; 1987) beschriebene Methodik, wobei unterschiedliche 
Modifikationen der Technik des RHPA entwickelt worden sind. Ein umfangreicher 
Literaturvergleich (u.a. BURRIS et al., 1992, LEONG et al., 1985, HERRERA et al., 
1993) zeigte in allen Arbeiten einen prinzipiell gleichen Ablauf des RHPA. Es wurden 
lediglich unterschiedliche Waschlösungen (DMEM oder Saline) und unterschiedliche 
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Inkubationszeiten mit dem Antiserum (1-12 Stunden) und der Komplementlösung (30-
120 Minuten) verwendet. Die Zeit der Inkubation mit Komplementfaktoren hat Einfluss 
auf die Größe und Anzahl der hämolytischen Plaques. Bei längeren Inkubationszeiten 
(15-22 Stunden) kommt es jedoch zu einer Zunahme einer diffusen Hämolyse der 
Erythrozyten, die eine Auswertung erschwert (VILA-PORCILE et al., 2000). Die 
Konzentration der Komplementlösung betrug zwischen 1:100 und 1:30.  
In keiner der Arbeiten werden spezifische Begründungen für die Modifikation der 
Ursprungsanleitung genannt. Diese beruhen auf individuellen Erfahrungen der 
einzelnen Labors. Die Daten sind jedoch vor allem in Untersuchungen von 
Peptidhormonen erhoben worden. Zum Nachweis der Sekretion von Steroidhormonen 
liegt bisher nur eine Arbeit von PINO et al. (1992) vor. 
Wir orientierten uns in unseren Versuchen an den am häufigsten angewendeten 
Modifikationen des Versuchsablaufs.   
In mehrfach durchgeführten Versuchen war eine deutliche Plaquebildung zu 
dokumentieren, die bei verschiedenen Kontrolluntersuchungen nach Modifikation der 
Versuchsdurchführung nicht auftrat. Die Gesamtzahl der nach Etablierung der Methode 
durchgeführten Untersuchungen mit 31 ist jedoch zu gering, um genügend Daten zur 
Feststellung der Sensitivität und Spezifität der Untersuchungsmethode zu erhalten. Hier 
sind weitere Versuche notwendig. Diese wurde bisher nur bei der Untersuchung von 
Peptidhormonen überzeugend gezeigt. Bei Verwendung von spezifischen Antiseren ist 
aber eine vergleichbare Sensitivität und Spezifität in der Untersuchung von Peptid- und 
Steroidhormonen sehr wahrscheinlich.  
Die Sekretion von Ecdysteroiden aus Zellen der Ringdrüsen von Calliphora vicina ist 
gesichert. JIANG et al. (1999) wiesen bei einzelnen Ringdrüsen von Calliphora vicina 
am sechsten Tag nach Eiablage eine Sekretion von 1317 ± 138 pg Ecdyson in 2 Stunden 
nach.  Bei den von uns verwendeten Antiseren handelt es sich um etablierte Seren, 
deren Spezifität zum Nachweis von Ecdysteroiden in mehreren unabhängigen Arbeiten 
nachgewiesen worden ist (REUM et al., 1989).       
In unseren Untersuchungen sind bisher nur sehr wenige Zellarten untersucht worden. 
Der Nachweis einer Ecdysteroidsekretion mittels des RHPA gelang nur bei Zellen der 
Ringdrüse von Calliphora vicina. Somit bleibt die Verwendbarkeit des Assays für die 
Untersuchung anderer Ecdysteroid produzierender Zellen Gegenstand weiterführender 
Untersuchungen. In der Literatur ist ein Nachweis der Peptidhormonsekretion mithilfe 
des RHPA aus den unterschiedlichsten Zelltypen wie z. B. humanen Inselzellen (CHAN 
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et al., 2002), Zellen der Rattenhypophyse (CAI et al., 1998) oder Leydig-Zellen der 
Ratte (PINO et al., 1992) beschrieben. 
 
Der Nachweis von hämolytischen Plaques gelang in unseren Versuchen nur mit einem 
bestimmten Antikörper, dem DBL-1-Antikörper. Somit wurden nach den Vorversuchen 
die anderen Experimente mit diesem Antikörper durchgeführt, um die grundsätzliche 
Anwendbarkeit des RHPA zum Nachweis Ecdysteroid sezernierender Zellen zu zeigen.  
Das Muster der in unserer Versuchsreihe sezernierten Ecdysteroide wurde nicht 
untersucht. Die Ursache der fehlenden Plaquebildung bei den anderen untersuchten 
Antikörpern liegt wahrscheinlich in der unterschiedlichen Spezifität der verwendeten 
Antiseren. 
Eine Erklärung für die fehlende Plaquebildung bei Verwendung anderer spezifischer 
Antikörper  könnte aber auch in der fehlenden Bindung dieser Antikörper an die mit 
Protein A beschichteten Schafserythrozyten oder an einer Beeinflussung der 
Bindungsfähigkeit dieser Antikörper für Ecdysteroide durch die Bindung an Protein A 
liegen. Dies wurde von uns bisher nicht untersucht. HERRERA et al. (1993) berichten 
über Schwierigkeiten der Durchführung des RHPA bei der Verwendung von 
Antikörpern, die in größeren Tieren hergestellt worden sind, da sie nur schlecht oder gar 
nicht an Protein A binden. Daher führte die Gruppe um HERRERA den RHPA unter 
Verwendung von Protein G (1,0 mg/ml, Sigma) durch, ohne den sonstigen 
Versuchsablauf zu ändern, und erzielte eine Bildung hämolytischer Plaques mit 
Antikörpern, die in der Ziege hergestellt worden sind. 
Die in unseren Versuchen verwendeten Antikörper wurden in Schafen hergestellt. Somit  
könnte die Verwendung von Protein G anstelle von Protein A die Verwendung anderer 
spezifischer Antikörper gegen Ecdysteroide ermöglichen. 
  
6.5. Kontrolluntersuchungen 
 
Für die Bildung hämolytischer Plaques können auch andere Mechanismen 
verantwortlich sein. Daher ist in Kontrolluntersuchungen zu untersuchen, ob die 
verwendeten Chemikalien selbst eine hämolytische Wirkung auf Schafserythrozyten 
haben und zu einer diffusen Hämolyse führen. Dies war in unseren Experimenten mit 
Pflanzensamen sowie mit Forskolin der Fall. Auf diese Untersuchungen wird im 
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Weiteren gesondert Bezug genommen. In allen anderen Kontrollexperimenten kam es 
zu keiner diffusen Hämolyse. 
Eine weitere Möglichkeit für eine unspezifische Hämolyse besteht in einer bakteriellen 
Besiedelung der Medien. Daher werden in vielen Untersuchungen in der Literatur 
Antibiotika in die verwendeten Medien gegeben. Eine Plaquebildung durch bakterielle 
Besiedelung trat in unseren Experimenten nicht auf. Diese sollte unabhängig vom 
Versuchsablauf auch in den Kontrollexperimenten zu beobachten sein. Die Zeit 
zwischen der Präparation der Ringdrüsenzellen und der Verwendung des Materials im 
RHPA war in unseren Versuchen sehr kurz. Bei Modifikation dieser Abläufe sollte eine 
Zugabe von Antibiotika zu den verwendeten Medien erwogen werden. 
 
Wir untersuchten die Spezifität der Plaquebildung in dem RHPA durch verschiedene 
Kontrollexperimente, die auch von anderen Autoren verwendet wurden (NEILL et al., 
1987; PINO et al., 1992). In keinem der Kontrollexperimente kam es zu einer 
Plaquebildung. Nachgewiesen wurden die Notwendigkeit von Antiserum und 
Komplement für die Bildung hämolytischer Plaques. Außerdem führte die Verwendung 
von anderem Gewebe oder von Ringdrüsen eines früheren Larvenstadiums zu keiner 
Plaquebildung. 
Als ergänzende Kontrolluntersuchungen könnten in weiteren Versuchsreihen der 
Nachweis der Protein A -Bindung und damit der Antikörperbindung an die 
Schafserythrozyten z.B. mit radioaktiv markiertem Hormon (NEILL et al., 1987) sowie 
der Nachweis der Spezifität der Antikörper durch Präinkubation des Antiserums mit 
homologem Antigen (FELIX et al., 1993; PORTER et al., 1995) durchgeführt werden. 
Eine Abhängigkeit der Plaquebildung von sekretionsfördernden oder –hemmenden 
Stoffen zum Nachweis einer tatsächlichen Steroidhormonsekretion versus 
Hormonfreigabe nach Zytolyse (NEIILL et al., 1987) wurde von uns bisher nicht 
untersucht. Die Methode bietet hier ein hilfreiches Untersuchungsinstrument, um diese 
Frage experimentell anzugehen.  
Die von uns durchgeführten Kontrolluntersuchungen sind unserer Ansicht nach jedoch 
ausreichend, da der reverse hämolytische Plaque-Assay nach mehrfach 
vorbeschriebenem Ablauf durchgeführt wurde und die Ligandenpezifität des 
verwendeten Antikörpers DBL-1 bereits hinreichend gezeigt wurde (REUM et al., 
1989). Der Einfluss Steroid sekretionsfördernder oder –hemmender Faktoren wird 
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Gegenstand weitergehender Untersuchungen sein. Lichtmikroskopische Hinweise auf 
eine Zytolyse der Ringdrüsenzellen ergaben sich nicht. 
Als ein weiteres Kontrollexperiment wäre der Nachweis einer Plaquebildung bei 
Durchführung des Assays unter Verwendung einer mit ecdysonhaltiger Flüssigkeit 
gefüllten Kapillare oder eines mit ecdysonhaltiger Lösung getränkten Agar-Agar- oder 
Polyacrylamidgels denkbar. 
 
6.6. Wirkung von Forskolin 
 
In den durchgeführten Experimenten konnte nach Zugabe von Forskolin in 
unterschiedlichen Konzentrationen kein Einfluss auf die Größe der hämolytischen 
Plaques nachgewiesen werden. Es trat jedoch in manchen Versuchsreihen eine 
unspezifische Hämolyse auf.  
Die stimulierende  Wirkung von Forskolin auf die Ecdysonsekretion wurde in anderen 
Arbeiten mit anderen Methodiken unter Verwendung ganzer Ringdrüsen eindeutig 
belegt. Unklar ist die Beeinflussung dieser Wirkung durch die in unseren Experimenten 
verwendeten Medien sowie die Wirkungsweise von Forskolin bei der Verwendung 
einzelner Drüsenzellen. Forskolin beeinflusst die Ionenpermeabilität von menschlichen 
Erythrozyten (LONDON et al., 1993). GONCALVES et al. (1987) konnten zeigen, dass 
Forskolin bei Rattenerythrozyten einen antihämolytischen Effekt besitzt. HORVATH et 
al. (1999) und HOLL et al. (1989) untersuchten jedoch in ihren Arbeiten die Wirkung 
von Forskolin auf Signaltransduktionssysteme unter Verwendung des reversen 
hämolytischen Plaque-Assays und berichten nicht von technischen Problemen. 
Das in den Versuchen verwendete Lösungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) führt bei 
intravenöser medizinischer Anwendung in Einzelfällen zu einer intravaskulären 
Hämolyse, deren Mechanismus bisher nicht gut geklärt worden ist (SWANSON 1985). 
Ähnliche Effekte könnten in unseren Experimenten eine Rolle spielen. 
Bei Verwendung des reversen hämolytischen Plaque-Assays zur Untersuchung der 
Forskolinwirkung auf die Sekretion von Ecdyson aus Zellen der Ringdrüse sollte eine 
erneute Testung der Wirkung von Forskolin sowie der verwendeten Lösungsmittel auf 
die Hämolyse von Schafserythrozyten erfolgen.  
Grundsätzlich erscheint der RHPA jedoch eine geeignete Methode zur Untersuchung 
der Beeinflussung der Ecdysteroidsekretion einzelner Zellen zu sein. 
 
  47
6.7. Fotografische Dokumentation und Auswertung 
 
Die Dokumentation erfolgte als Fotodokumentation mit einem Online-Mikroskop, 
welches bei standardisierten Einstellungen den Vergleich der Plaquebildung in 
verschiedenen Versuchsreihen ermöglicht. Der Zusammenhang zwischen Plaquegröße 
und Sekretionsmenge ist in der Literatur mehrfach gezeigt worden. Hierbei berichten 
einzelne Autoren jedoch von einer großen Interassay-Variabilität der Plaquegrößen und 
bewerten nur qualitative Änderungen der Hormonsekretion oder der Anzahl der 
sezernierenden Zellen (KANDEEL et al., 1997). Üblicherweise verwendete Kriterien 
zur Feststellung einer Plaquebildung sind ein Hämolysehof, der größer als der doppelte 
Durchmesser der Erythrozyten ist (NEILL et al., 1983; SMITH et al., 1986). 
Die Dokumentation der Plaquebildung in kürzeren zeitlichen Abständen ermöglicht die 
Beurteilung der Sekretionsdynamik (sequentieller reverser hämolytischer Plaque-Assay 
nach NEILL et al., 1983). Diese Versuche wurden von uns bisher nur mit ganzen 
Ringdrüsen durchgeführt und waren nicht auswertbar. Eine Untersuchung der 
Sekretionsdynamik mit einzelnen Zellen sollte jedoch möglich sein. 
Eine Fixation der Präparate ist möglich. In der Literatur wurde mehrfach über die 
Verwendung des untersuchten Zellmaterials für Folgeversuche wie 
immunzytochemische Färbungen (CHAN et al., 1998) oder in-situ–Hybridisation (SUN 
et al., 1993) berichtet. Die Versuche wurden von uns noch nicht durchgeführt, 
ermöglichen jedoch die Beantwortung weiterer Fragestellungen. So könnte untersucht 
werden, ob alle Ecdysteroid produzierenden Zellen diese auch sezernieren und ob es 
einen Zusammenhang zwischen gespeicherter und sezernierter Ecdysteroidmenge gibt. 
 
 
6.8. Praktikabilität 
 
Die Versuchsdauer des reversen hämolytischen Plaque-Assays beträgt (ohne 
Larvenzucht und Drüsenpräparation) etwa 5 Stunden. Somit handelt es sich bei 
Vorhandensein des zu untersuchenden Zellmaterials um eine praktikable Methode, die 
nach Anleitung problemlos von technischen Assistenten durchgeführt werden kann. Die 
Auswertung ist durch die Fotodokumentation auch zeit- und ortsungebunden möglich. 
Wichtig ist die sorgfältige Herstellung des Erythrozytenrasens in der Cunningham-
Kammer, von der die Güte der Ergebnisse maßgeblich abhängt. Als Geräte können 
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üblicherweise vorhandene Laborgeräte genutzt werden. Möglichkeiten der 
Automatisierung des reversen hämolytischen Plaque-Assays sind bisher nicht 
beschrieben worden. Eine automatische Auswertung durch Bilderkennungsalgorithmen 
wäre jedoch denkbar. 
 
 
6.9. Erkenntnisgewinn 
 
Der reverse hämolytische Plaque-Assay ist zum Nachweis Ecdysteroid sezernierender 
Zellen nutzbar. Er ermöglicht vielfältige Untersuchungen der Sekretion von 
Ecdysteroiden in verschiedenen Organismen in verschiedenen Stadien der Entwicklung, 
sowie eine eindeutige Zuordnung der Sekretion zu einzelnen Zelltypen und die 
Untersuchung von Einflussfaktoren auf Sekretionsmenge und –dynamik. 
Die bisherigen Untersuchungsmethoden quantifizierten die Menge des von einer 
isolierten Drüse sezernierten Hormons oder beschrieben die Menge des innerhalb einer 
Zelle synthetisierten Hormons oder der spezifischen mRNA. Beide Methoden erlaubten 
keinen Aufschluss über das Sekretionsverhalten einzelner Zellen. Auch die Wirkung 
von inhibierenden oder stimulierenden Faktoren wurde bisher nur im Hinblick auf die 
Gesamtmenge eines von einer Drüse sezernierten Hormons beschrieben, wobei die 
Bedeutung einzelner Zellen der Drüse unklar blieb.  
Außerdem ermöglicht der hämolytische Plaque-Assay die Untersuchung verschiedener 
Zelltypen in demselben Untersuchungssystem, da jeweils die Sekretion der einzelnen 
Zelle und nicht lediglich ein Summationseffekt beurteilt werden kann.  
 
6.10. Ausblick 
 
Nach Etablierung der Methode des reversen hämolytischen Plaque-Assays zum 
Nachweis der Ecdysteroidsekretion einzelner Zellen ergibt sich eine große Zahl von 
Anwendungsmöglichkeiten zur Untersuchung verschiedenster Fragestellungen. Diese 
sollen im Folgenden skizziert und diskutiert werden. 
 
Mit Hilfe des reversen hämolytischen Plaque-Assays kann die Ecdysteroidsekretion 
verschiedener Gewebearten untersucht werden.  
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So ist z. B. die Fähigkeit von Zellen des Nervensystems von Insekten, Ecdysteroide zu 
synthetisieren, eine kontrovers diskutierte Frage (WARREN et al., 1999). 
Ecdysteroide spielen auch in der Reifung der Oocyten eine Rolle. Der direkte Nachweis 
einer Produktion und Sekretion von Ecdyson in den Ovarien ist bisher jedoch nicht 
gelungen (SUBRAMONIAM, 2000). Untersuchungen mit temperatursensitiven 
ecdysteroiddefizienten Mutanten von Drosophila haben gezeigt, dass Ecdysteroide 
wahrscheinlich eine entscheidende Rolle in der Oogenese und Fertilität von Drosophila 
besitzen (KOZLOVA et al., 2000). Es konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden, ob die 
Ecdysteroide von den Follikell- oder Thekazellen synthetisiert und sezerniert oder ob 
lediglich inaktive Vorstufen des Ecdysons aktiviert werden. Zur Klärung dieser 
Fragestellung könnte der RHPA eine hilfreiche Untersuchungsmethode sein. 
 
Eine weitere Anwendungsmöglichkeit des RHPA ist die Untersuchung parakriner 
Mechanismen in der Regulation der Sekretion einzelner Drüsenzellen. Durch eine 
unterschiedlich dichte Verteilung der vereinzelten Zellen in der Cunningham-Kammer 
könnte der Einfluss der Distanz der einzelnen Zellen voneinander auf die 
Sekretionsmenge und –dynamik untersucht werden. 
 
Phytoecdysteroide sind Analoga der Insektenhormone, die in einer Vielzahl von 
Pflanzenspezies auftreten. Bisher sind mehr als 200 verschieden Ecdysteroide isoliert 
worden. Biologisch wirksam sind die Phytoecdysteroide wahrscheinlich als Toxin oder 
Auslöser einer Nahrungsunverträglichkeit zur Abwehr nicht adaptierter Insekten 
(DINAN et al, 2001). Eine Toxizität für Säugetiere ist bisher nicht nachgewiesen 
worden. Insektizide haben eine große gesamtwirtschaftliche Bedeutung. Die Forschung 
an wirksamen Substanzgruppen, die keine schädigende Wirkung auf den Menschen 
haben, ist daher weiterhin von grosser Aktualität. Ecdysteroidabkömmlinge stellen eine 
mögliche Substanzgruppe dar, die diese Voraussetzungen erfüllt. Die genauere 
Aufklärung von Syntheseorten und der Regulation der Ecdysonsekretion könnte neue 
Wege der Insektenbekämpfung eröffnen. 
Unklar ist bisher, wie und in welchen Zellen die Biosynthese und Sekretion der 
Ecdysteroide in Pflanzen erfolgt (DINAN, 2001). Hierbei könnten Untersuchungen mit 
dem RHPA ebenfalls hilfreich sein. Die von uns durchgeführten Experimente mit 
Pflanzensamen zeigen jedoch die methodischen Schwierigkeiten, die mit der 
Durchführung dieser Experimente einhergehen, da möglicherweise andere Bestandteile 
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der Samen oder Pflanzenteile eine hämolytische Wirkung zeigen. Untersuchungen an 
Phytoecdysteroiden führen jedoch möglicherweise zu völlig neuen Ansätzen in der 
Schädlingsbekämpfung oder eröffnen in der Humanmedizin neue therapeutische 
Optionen.  
 
Ein weiterer Einsatzort der Beeinflussung der Ecdysteroidsekretion ist die Bekämpfung 
von Vektoren der Übertragung von Tropenkrankheiten. So führt z. B. Azadirachtin zu 
schweren Fehlentwicklungen des mittleren Darmabschnitts und beeinflusst damit das 
Überleben und die Infektionsfähigkeit der Trypanosomen (GONZALES et al., 1999). 
 
Bisher weitgehend unbekannt sind mögliche pharmakologische Wirkungen von 
Ecdysteroiden. In Einzelpublikationen sind verschiedene Beobachtungen geschildert 
worden (Ausführliche Übersicht bei LAFONT et al., 2003). So beschrieben z. B. 
HANAYA et al (1997) eine antiepileptische Wirkung von 20-Hydroxyecdyson auf 
tonisch-klonische Krämpfe bei Ratten. Ecdysteroide mit anaboler Wirkung auf 
Wirbeltiere sind seit mehreren Jahren als Bestandteil verschiedener 
Nahrungsergänzungsmittel und Phytopharmaka kommerziell erhältlich (LAFONT et al., 
2003). Wissenschaftliche Bestätigungen für die propagierten Effekte stehen jedoch 
meist aus. Besondere Beachtung finden Ecdysteroide als anabole Dopingmittel vor 
allem im osteuropäischen Raum (SLÁMA et al., 1995). Aufgrund der Strukturvielfalt 
vor allem der Phytoecdysteroide sind die Ergebnisse weitergehender Untersuchungen zu 
möglichen pharmakologischen Wirkungen abzuwarten. Das Wissen über die Synthese 
und Sekretion von Ecdysteroiden könnte somit in Zukunft ebenfalls in der Entwicklung 
und Herstellung neuer Arzneimittel genutzt werden. 
 
Zusammenfassend ergeben sich für den reversen hämolytischen Plaque-Assay eine 
Vielzahl von Anwendungsmöglichkeiten in der Untersuchung der Ecdysteroidsekretion. 
In unseren Untersuchungen konnte die Anwendbarkeit des reversen hämolytischen 
Plaque-Assay zur Bearbeitung dieser Fragestellungen gezeigt werden.  
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